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鸟 类 羽 髓 细胞 培养 方法 的 建立 
及 其 细胞 增殖 动力 学 研究 
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摘 要 


采用 常规 的 外 周 血 培养 技术 很 难 获 得 足够 分 析 的 鸟 类 细胞 中 期 染色 体 标本 。 目 前 为 
止 ， 对 于 岛 类 的 细胞 造 传 学 研究 仍 采用 骨髓 制备 染色 体 的 方法 ， 但 这 种 方法 不 能 用 于 对 
一 些 稀 有 珍 依 的 研究 。 

为 研究 鸟 类 细胞 得 传 学 ， 我 们 建立 了 乌 类 羽 体 细胞 离 体 短期 培养 的 方法 。 上 应 用 这 种 
方法 ， 经 48 小 时 培养 就 可 收获 细胞 并 制备 染色 体 标 本 。 间 时 ， 还 应 用 姐妹 染色 单 体 差 别 
染色 技术 《SC D》， 对 羽 朵 细胞 的 增殖 周期 进行 了 研究 并 取得 成 功 。 

实验 表明 ， 我 们 所 建立 的 鸟 类 羽 体 细胞 培养 方法 具有 ， CIO 取材 容易 ，〔2 ) 增 
HRE, (3) 操作 简便 的 特点 。 
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近年 来 ， 由 于 外 周 血 淋 巴 细胞 培养 技术 的 建立 和 广泛 应 用 ， 促 进 了 动物 细胞 遗传 学 
研究 的 不 断 发 展 。 以 哺乳 动物 为 例 ， 已 经 研究 并 报道 的 种 类 约 占 现存 种 类 的 30%。 但 与 
之 相 比 ， 有 关 鸟 类 的 细胞 遗传 学 研究 无 论 在 深度 上 、 广 度 上 均 存 在 较 大 差距 。 据 报道 ， 
目前 已 经 研究 的 鸟 类 仅 占 现存 种 类 的 4 % 左右 。 造 成 这 种 差异 的 主要 原因 之 一 是 ， 低 沦 
法 很 难 破坏 鸟 类 外 周 血 中 的 有 核 红细胞 ， 而 且 血 液 中 有 较 强 的 凝血 因子 。 因 而 应 用 当 规 
淋巴 细胞 培养 技术 ， 很 难 制 备 出 数量 足 坊 的 、 可 供 分 析 的 染色 体 标本 。 目 前 ， 相 当 部 分 
的 工作 仍 采 用 叔 血 制 片 法 ， 但 这 不 适用 于 对 稀有 珍 高 的 研究 。 
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为 了 寻找 一 种 较为 理想 的 鸟 类 细胞 学 研究 方法 ，Sasaki 等 曾 报 道 培养 羽 髓 组 织 以 制 
备 染 色 体 的 技术 ， 但 因 周 期 太 长 《培养 十 天 才能 收获 细 殉 )j 而 未 能 推广 应 用 。 鉴 于 上 述 
情况 ， 作 者 经 过 反复 摸索 ， 建 立 了 一 种 简便 快速 且 可 获得 高 质量 巢 色 体 的 羽 链 细 胞 离 体 
短期 培养 方法 。 与 Sasaki 等 的 工作 相 比 ， 本 方法 的 主要 特点 是 ，《1) 采用 适当 的 胶原 
MAMA, (2) 提高 培养 温度 ，( 3 ) 短 时 间 的 秋水 仙 素 处 理 。 应 用 这 种 方法 ， 
48 小 时 左右 即 可 收获 细胞 、 制 片 。 并 在 此 基础 上 ， 运 用 5 一 省 脱氧 尿 P BrdU) BA 
标记 技术 制备 出 姐妹 染色 单 体 差 别 染 色 SCD) 的 染色 体 。 对 鸟 类 羽 髓 中 成 纤维 样 细胞 
的 增殖 动力 学 作 了 初步 研究 ， 取 得 了 比较 满意 的 结果 。 


材料 与 方法 


(—) Rw. KES HOS (Leghorn, S—220 5. 25, 107); Hae, WX 
平均 800 克 左右 。 取 自 上 海 生 物 制品 所 。 

(=) 细胞 培养 及 染色 体制 备 ，. 原 代 培养 在 实验 鸡翅 膀 上 选择 初级 或 次 级 
*3]3—418, 用 75%% 酒 精 作 局 部 消毒 。 拔 取 羽 毛 ， 随 邵 用 手术 剪 前 下 羽毛 基部 置 于 灭 
Ae, ERR, A OT. HR PH AMAT RAL. W 
Ap VK BA AE ER De BK RE ICE HT, 8 Re OR BD, FA 
BR. RRMA 2 ml 胶原 We BR CLE LE, 最 终 浓 度 30 单 位 /毫升 ) 。 用 滴 管 
将 此 组 织 悬 液 移 至 离心 管 中 ，37*C 水 洗 消 化 10 一 20 分 钟 。 加 入 2 ml1640 培 养 液 《内 含 小 
4 20%, BW. EK 各 100 单位 /毫升 ，pH7,0 一 7,2) 以 终止 醉 的 作用 ， 因 为 小 
牛 血清 可 以 终止 酶 的 活性 。 离 心 ， 弃 上 清 波 。 加 入 少量 1640 培 养 液 ， 用 滴 管 将 沉淀 物 琢 
ARID, BBs, MAHA AT. 最 后 加 2 一 4 mle, Eici 
箱 堵 养 24 小 时 。 

RA bL0.25% Bim (Difco 1:250) 消化 贴 壁 生长 的 细胞 ， 加 入 2 一 4ml 培 
养 小 使 之 成 为 细胞 悬浮 液 ， 接 种 于 培养 瓶 中 《浓度 为 60 万 细胞 / 雍 升 》 。 继 所 培养 24 小 
时 。 x c rp 70—8096 网 胞 汇合 并 出 现 许多 圆 形 正 处 在 分 裂 时 期 的 细胞 时 即 可 收获 细 
胸 ， 也 可 继续 传代 培养 。 

染色 体制 片 ” 收获 细胞 前 2 一 3 小 时 加 入 秋水 仙 素 { 景 终 浓度 为 0,2Lg/ml) o 
0.25% 胰 栈 消化 后 ，0.54%kcl 溢 液 于 37°C 水 溶 中 低 渗 处 理 20 一 30 Apo, FIER, DEI 

(3:1) 反复 固定 离心 3 次 。 气 干 法 制 片 。 


(=) 姐妹 染色 单 休整 别 染 色 法 〈SCD) 处 理 ， 当 原 代 培 养 细胞 经 传代 并 完全 贴 壁 
时 ， 加 BrdU 深 液 于 培养 物 中 (最 终 浓 度 为 15hg/ml》， 进 入 暗 培 养 ， 并 由 此 开始 计时 ， 
分 别 于 24、28、36、40 小 时 收获 细胞 、 制 片 。 所 得 染色 体 玻 片 置 室 温 过 夜 。 次 日 ， 兹 外 
灯 辕 光 ， 分 化 染色 。 显 微 镜 下 计数 色差 百分比 。 
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结果 和 讨论 


(1) 关于 岛 类 羽 甘 细胞 培养 方法 的 可 行 性 。 ”实验 结果 表明 ， 以 岛 类 羽 钥 细胞 为 
材料 作 离 体 短 期 培养 的 方法 具有 如 下 优点 : 

取材 容易 。 我 们 的 工作 表明 ， 从 小 至 2 ARAMA 4 月 龄 成 鸡 ， 均 能 从 飞 羽 中 
得 到 丰富 羽 休 组织 。 由 于 鸟 类 飞 羽 具有 相当 的 再 生 能 力 ， 从 被 拨 取 羽毛 的 毛孔 中 能 很 快 
地 再 生出 新 的 羽毛 。 因 此 ， 用 同一 个 体 可 以 反复 取 祥 培养， 无损 于 个 体 成 活 。 

WALE LRA, ARORA EHARARAT ERA, BRIG 4 
— SAT, AMAR BBA HUE S, 102 BE aE RT Ke Beh P EU Se It 
( 见 图 1) 。 一 般 条 忻 下 ， 原 民 培 养 经 48 小 时 即 可 收获 细胞 。 | 

操作 简便 。 羽 骨 细胞 培养 无 需 特殊 设备 和 条 性， 操作 程序 简单 ， 在 一 般 具 有 无 戎 
操作 条 性 的 实验 室 中 均 可 进行 。 有 利于 推广 应 用 。 | 

(2) RP RRR HE POP Se TOR 0E SI 225 在 DMNA 复制 过 程 中 ， 
BrdU 放 为 核 世 酸 前 笨 参 入 新 合成 的 DNA 链 中 胸 葵 的 位 置 ， 放 细胞 在 含有 BrdU 的 培养 液 
中 经 历 两 次 细胞 分 裂 周 期 后 ， 即 可 产生 DNA 组 成 有 差异 的 两 条 姐妹 染色 单 体 ， 一 条 单 
体 的 DNA 双 链 分 别 售 有 BrdU 和 不 合 BrdU, 另 一 条 单 体 则 双 链 均 含 BrdU。 经 SCD 技 术 处 
理 后 产生 色差 明显 的 染色 单 体 ， 以 此 可 作为 鉴别 细胞 周期 的 特殊 标记 。 应 用 这 一 原理 及 
SCD 技 术 ， 我 们 初步 测定 了 Leghorn 5 一 220 电 系 的 羽 赃 细胞 的 增殖 周期 结果 见 表 1 。 


表 1 5 m um mSCD H R X 
Table 1, SCD frequency of feather pulp cells 
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图 3》。 在 36 和 40 小 时 分 别 取样 上 时， 除了 有 第 一 、 第 二 周期 细胞 外 ， 还 有 第 三 周期 细胞 
的 出 现 。 因 此 ， 可 以 推测 ，12 一 14 小 时 可 能 是 这 种 细胞 在 培养 条 件 下 的 细胞 增殖 周期 。 
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(3) XTOBBEBUREGEZAHEBULT OR XR. ”经 反复 摸索 ， 我 们 认为 下 列 几 个 
环节 对 于 实验 成 功 是 至 关 重 要 的 : 

胶原 苹 处 理 。 因为 羽 丹 组 织 中 含有 大 量 胶 原 组 织 ， 内 有 经 本 消化 后 ， 其 中 的 成 纤 
维 细胞 才能 暴露 于 培养 液 中 ， 或 游离 在 瓶 席 贴 辟 生长， 本 实验 采用 上 海 医 工 院 生 产 的 胶 
原 睹 ， 最 适 处 理 浓 度 为 30 单 位 /毫升 ， 酶 处 理 时 间 应 视 羽 柄 总 量 、 胶 原 化 程度 而 定 ， 一 
般 我 们 采用 的 时 间 为 37cC 中 10 一 20 分 钟 。 

培养 疲 的 pH ”羽生 细胞 生长 的 最 适 p 孔 值 为 ?7.0 一 7,2。 由 于 羽 短 细胞 具有 快速 生 
长 的 特性 ， 培 养 液 中 的 营养 成 分 很 易 被 消耗 ，pH 值 降低 ， 其 特征 是 培养 液 颜 色 变 黄 。 
此 时 必须 更 换 新 鲜 培 养 液 ， 以 维持 细胞 生长 ， 一 般 每 隔 一 天 换 一 次 培养 液 。 

秋水 仙 索 浓度 与 处 理 时 间 ” 驻 类 染色 体 对 秋水 仙 素 比较 敏感 ， 为 得 到 形态 细 长 的 
染色 体 ， 需 严格 控制 秋水 仙 素 的 浓度 和 处 理 时 间 。 本 实验 所 用 的 秋水 仙 素 深度 为 0.2 
Hg/ml， 处 理 时 间 为 2 — 3 小 时 。 

建立 羽 大 细胞 培养 方法 ， 为 鸟 类 细胞 遗 忧 学 、 鸟 类 性 别 的 快速 鉴别 ， 以 及 从 染色 体 
水 平 探索 鸟 类 进化 和 分 类 学 问题 提供 了 有 效 手 段 ， 对 于 一 些 称 有 珍 离 的 生物 学 研究 更 具 
有 重要 意义 。 
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ESTABLISHMENT OF AVIAN FEATHER PULP CULTURE 
METHOD AND STUDY ON THE CELL DIVISION 


Zhu Sutiany Lu Qun |Xiang Wei | 


(Instilute of Genetics, Fudan University Shanghai) 


lt is difficult to obtain enough metaphase chromosomes for avian cytogene- 
tic analysis by conventional peripheral blood culture technique, Up to now, 
the bone marrow technique is applied in a few of avian studies, But this te- 
chnique can not be used [or conservation, 

This paper reported a short-term feather pulp cell-culture in vitro, Using 
this method, the cell cultured can be harvested and the chromosome prepared 
within 48 hr, At the same time, using the sister chromatid differential staining 
(SCD) method, we successfully studied the feather pulp cell division cycle. 

Experimental results showed that the avian feather pulp culture method 
is reliable and has several advantages:1) It is easier to obtain the experimental 
materials and will not hurt the bird tested. 2) The cell division rate is rather 
high, 3) The technique is quite simple, 

The method is as follows: 

1, Two or three primary-flying feathers were selected and removed from 
the bird, The pulp-tissues were scraped into a depression slide, 

2. The pulp was minced as finely as possible before transferred to small 
glass bottle, Collagenase was added to become a final concentration of 30ug/ml 
and left for 10—20 mins, at 37°C, then thecollagenase was quenched with 2ml 
of medium containing 20% FCS, 

3. Suspension containing the pulp cells was distributed to the bottom of 
flask and incubated at 40°C. 

4, After incubated for 24 hr, cell suspension containing at least 6 x 10? 
cells/ml was subcultured for another 24 hr, Chromosome preparation was made 


routinely by air-drying method, 
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5. The treatment of SCD technique: BrdU solution was added into cul- 
tures (i5pg/ml), then, chromosome preparation was made at 24, 28, 36, 
48 hr, separately, Before staining with Giemsa the slides were exposed to U, 
V „light. The percentage of chromosome with SCD was counted. 
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Fig. | The cells grow out-migration from small feather pulp tissue. Fig. 2 The first cycle 
metaphase haevested in 24 hr. Fig. 3 The second cycle metaphase. shown SCD. 
Fig. 4 The third cycle metaphase. shown a part of SCD. 


Wei Qi et al.: Histochemical localization of y-Glutamyl transpeptidase in the 
venom Glands of two species snakes from two families 





(l) 中 华 眼镜 蛇毒 腺 大 体 标本 Y 一 GT RES t: 为 Y 一 GT MRE =: 为 者 沸 灭 活 的 对 照 
图 (2) 里 蛇毒 腺 大 体 标本 Y 一 GT 染色 A: AY 一 GT 酶 染色 §: 为 煮沸 灭 活 的 对 昭 


